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@ Neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, diese enthaltende Mittel, deren Verwendung zur ultraschallgesteuerten 
Freisetzung von Wirkstoffen sowie Verfahren zu deren Herstellung 

(57) Die Erfindung betrifft neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, 
die zusatzlich zum (zu den) Wirkstoff(en) mindestens ein 
Gas Oder eine gasforrnige Phase entharten, diese Partikel 
enthaltende Mittel (mikropartikulare Systeme). deren Ver- 
wendung zur ultraschallgesteuerten in vivo Wirkstoff-Frei- 
setzung, sowie Verfahren zur Herstellung der Partikel und 
Mittel. 
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Beschreibung renzen zur Freisetzung zu benutzen [vgl.: H. Hazemoto, 

M. Harada, N. Kamatsubara, M. Haga, Y. Kato: PH-sen- 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspriichen sitive liposomes composed of phosphatidyl-ethanolami- 

gekennzeichneten Gegenstand, das heiBt neue wirk- ne and fatty acid, Chem. Pharm. Bull. 38 (1990) 748-751 

stoffhaJtige Mikropartikel, die zusatzlich zum (zu den) 5 und J.N. Weinstein, R.L. Magin, M.B. Gatwin, DS. Za- 

Wirkstoff(en) mindestens ein Gas bzw. eine gasformige harko: Liposomes and local hyperthermia, Science 204 

Phase enthalten, diese Partikel enthaltende Mittel (mi- (1979) 188—191} Diese Methoden sind jedoch mit dem 

kropartikuiare Systeme), dereh Verwendung zur ultra- Nachteil behaftet, daB sie entweder begrenzt sind auf 

schallgesteuerten in vivo Wirkstoff-Freisetzung, zur Falie wo die erforderlichen Temperatur- bzw. pH-Diffe- 

ultraschallunterstutzten Zellinkorporation von Wirk- 10 renzen bereits vorliegen (z. B. im Tumorgewebe) oder 

stoffen (Sonoporation) sowie Verfahren zur Hersteliung die entsprechenden zur Freisetzung erforderlichen Pa- 

der Partikel und MitteL rameter nur durch aufwendige, z. T. invasive MaBnah- 

Mikropartikulare Systeme zur kontrollierten Wirk- men herbeigefUhrt werden nwssen. DarQber hinaus ist 
stofffreigabe gibt es schon seit vielen Jahren. Eine Viel- im letzteren Fall die drtliche Aufl6sung gering. 
zahl an m6glichen Hflllsubstanzen und Wirkstoffen laBt 15 Ein weiteres bekanntes Verfahren, den Ort der Wirk- 
sich hierzu verwenden. Ebenso gibt es eine ganze Reihe stofffreisetzung zu beeinflussen, besteht in der Verwen- 
unterschiedlicher Herstellungsverfahren. Zusammen- dung von Mikropartikeln, die durch in den Partikeln 
stellungen fiber die verwendeten Hullsubstanzen und verkapselte Ferrofluide iiber auBerlich angelegte Ma- 
rl erstellungsverfahren finden sich z.B. bei: M. Born- gnetf elder innerhalb bestimmter Korpersegmente an- 
schein, P. Melegari, C Bismarck, S. Keipert: Mikro- und 20 reicherbar sind [KJ. Widder, A.E. Senyei: Magnetic mi- 
Nanopartikeln als Arzneistofftragersysteme unter be- crospheres: A vehicle for selective targeting of drugs, 
sonderer Berucksichtigung der Herstellungsmethoden, Pharmac. Then 20 (1983) 377—395} Die Verwendung 
Pharmazie 44 (1989) 585—593 und M. Chasin, R. Langer derartiger Mikropartikel erfordert allerdings die gleich- 
(eds.): Biodegradable Polymers as Ding Delivery Sy- zeitige gezielte Anwendung starker, fokussierbarer Ma- 
stems, Marcel Dekker, New York, 1990. 25 gnetfelder. Magnete, die deraruge Felder erzeugen, sind 

Die Freisetzung von Wirkstoffen aus mikropartikula- jedoch in der Medizin wenig verbreitet. Desweiteren 

ren Systemen beruht uberwiegend auf Diffusions- oder laBt sich die Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe auf 

Erosionsprozessen [vgL C. Washington: Ding release diese Weise nicht beeinflussen. 

from microdisperse systems: A critical review, Int J. In der US-Patentschrift 4,657,543 wird ein Verfahren 

Pharm. 58 (1990) 1 — 12 und J. Heller: Bioerodible Sy- 30 beschrieben, bei dem die Freisetzung durch Ultraschall- 

stems, in: RJS. Lahger, D.L Wice (eds.): Medical applica- einwirkung auf wirkstoffhaltige Polymerblocke hervor- 

tions of controlled release Vol. 1, CRC Press, Florida, gerufen wird. Dieser Effekt beruht im wesentlichen auf 

1984, p. 69— 101} einer verstarkten Erosion des Polymers unter Schallein- ' 

Diese Prinzipien sind jedoch mit dem Nachteil behaf- wirkung. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, daB es nur 

tet, daB die zeitliche Steuerbarkeit der Wirkstofffreiset- 35 fur ortsfeste Implantate geeignet ist Fur deutliche Ef- 

zung aus mikrodispersen Systemen in vivo auf die Ge- fekte ist zudem die Verwendung sehr hoher Schalidrtik- 

schwindigkeit des Erosionsprozesses und/oder Dif fu- ke oder von Dauerschallsignalen notwendig, die zur Ge- 

sionsprozesses begrenzt ist und nach Applikation nicht webesch&digung fiihren kdnnen. 

weiter beeinfluBt werden kann. In der WO 92/22298 werden Liposomen beschrieben, 

. Die bislang bekannten Konzepte zur ortlichen Steue- 40 die sich durch Einstrahlung von Ultraschall, der im Be- 

rung der Wirkstofffreisetzung in vivo aus mikropartiku- reich der Resonanzfrequenz der Mikroblaschen liegt, 

laren Systemen beruhen fast ausschlieBlich entweder zerstdren lassen. Dabei tritt der verkapselte Wirkstoff 

auf unspezifischen Anreicherungen der mikropartikula- aus. Die Resonanzfrequenz wird mit ca. 7,5 MHz ange- 

ren Wirkstofftrager in bestimmten Zielorganen wie Le- geben. Diagnostischer Ultraschall derart hoher Fre- 

ber und Milz oder auf MaBnahmen zur gezielten Veran- 45 quenz weist jedoch aufgrund der hohen Absorption 

derung der Organverteilung in vivo nach Applikation durch Korpergewebe nur eine geringe Eindringtiefe 

durch die Veranderung der Oberflacheneigenschaften (wenige Zentimeter) auf. Die beschriebenen Liposomen 

der mikropartikularen Systeme mit Hilfe von Tensiden sind deshalb nur fur die Freisetzung von Wirkstoffen in 

oder spezifitatsvermittelnden Stoffen wie z. B. Antikor- oberflachennahen Gebieten des Korpers geeignet 

pern [vgl.: R.R MUller: Colloidal carriers for controlled 50 Bei der Verwendung von Nukleinsauren als Wirkstof- 

drug delivery — Modification, characterization and in fe werden in der literatur zwei Systeme basierend auf 

vivo distribution '— , Kiel, 1989; S. D. Troster, U. Muller, viralen Vektoren bzw. nicht-virale Vektoren beschrie- 

J. Kreuter: Modification of the biodistribution of ben. In vivo werden derzeit als virale Vektoren Retro-, 

polymethylmethacrylate) nanoparticles in rats by eoa- Adeno- und Herpesviren (bzw. deren Rekombinanten) 
ting with surfactants, Int J. Pharm. 61 (1991), 85—100; 55 und als nicht-virale Vektoren Liposomen und Liganden 

S.S. Davis, L. Ilium, J.G. Movie, E. Tomlinson (eds.): Mi- zelloberflachenspezifischer Rezeptoren untersucht 

crospheres and drug therapy, Elsevier science publis- (G.Y. Wu & C. H. Wu: Delivery systems for gene thera- 

hers B.V, 1984 und H. Tsuji, S. Osaka, H. Kiwada: Targe- py, Biotherapy, 3 (1991) 87 -95 und F. D. Ledley: Are 

ting of liposomes surfacemodifled with glycyrrhizin to contemporary methods for somatic gene therapy suit- 
the liver, Chem. Pharia Bull. 39 (1991) 1004-1008]. Alle 60 able for clinical applications?, Clin Invest Med 16 (1) 

diese Verfahren bieten daruber hinaus jedoch keine (1993)78-88. 

weitere Moglichkeit den Ort der Wirkstofffreisetzung Erste Untersuchungen zur Verwendung der Genthe- 

nach Applikation aktiv zu beeinflussen. Des weiteren ist rapie beim Menschen konzentrieren sich auf genetisch 

es nicht moglich, das AusmaB und die Geschwindigkeit bedingte Erkrankungen wie z.B. alpha- 1- An titrypsin- 
der Wirkstofffreigabe nach Applikation zu beeinflussen. 65 mangel, zystische Fibrose, Adenosindesaminasemangel 

Erste Versuche, aktiv den Ort der Wirkstofffreiset- und maligner Tumoren wie z. B. Melanome, Mammatu- 

zung zu beeinflussen, beruhen auf der Moglichkeit, vor- more und Intestinalkarzinome. 

handene, bzw. induzierte pH— oder Temperaturdiffe- Bislang sind jedoch keine Vektoren bekannt, die so- 
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wohl eine raumliche als auch zeitliche Steuerung der 
Freisetzung von Nukleinsauren ermoglichen. 

Es besteht daher far vieifaltige Zwecke weiterhin ein 
Bedarf an gezielt applizierbaren Formulierungen, die 
die genannten Nachteiie des Standes der Technik ttber- 5 
winden, dh. bei denen sowohl der Ort und Zeitpunkt 
der Wirkstofffreisetzung als auch die Menge der abge- 
gebenen Substanz, gezielt durch einfache, nicht invasive 
MaBnahmen gesteuert werden kann. Die Formulierun- 
gen sollten dariiber hinaus eine hohe Stability insbe- 10 
sondere in Hinblick auf mechanische EinflOsse, aufwei- 
sen. 

Der Erfmdung liegt somit die Aufgabe zugrunde, der- 
artige Formulierungen zur Verfiigung zu stellen, sowie 
VerfahrenzuihrerHersteUungzuschaffen> 15 

Diese Aufgabe wird durch die Erfindung gelost 

Es wurde gefunden, daB bei mikropartikularen Syste- 
men, die zusammengesetzt sind aus einem pharmazeu- 
tisch vertraglichen Suspensionsmedium und Mikropar- 
tikeln, die aus einer bioabbaubaren Hulle und einem 20 
gas- und wirkstoffhaltigen Kern bestehen, uberraschen- 
derweise bei der Bestrahlung mit diagnostischen Ultra- 
schallwellen in einem Frequenzbereich der unterhalb 
der Resonanzfrequenz der Partikel liegt, die Hulle die- 
ser Partikel zerst6rt wird und so der (die) verkapselte(n) 25 
Wirkstoff(e) gezielt freigesetzt wird (werden). . 

Die Erfmdung betrifft somit neue wirkstof fhaltige Mi- 
kropartikel, die neben dem Wirkstoff ein Gas, eine gas- 
formige Phase oder Gasgemische enthalten, sowie mi- 
kropartikulare Systeme bestehend aus den erfindungs- 30 
gemaBen Mikropartikeln sowie einem pharmazeutisch 
vertraglichen Suspensionsmedium. 

Die Partikel weisen eine Dichte kleiner als 0,8 g/cm 3 , 
bevorzugt keiner als 0,6 g/cra 3 auf und haben eine Gr6- 
Be im Bereich von 0,1-8 ujn, vorzugsweise 03-7 urn. 35 
Im Falle von verkapselten Zellen betragt die bevorzug- 
te PartikelgroBe 5-10 urn Aufgnmd der geringen GrdBe 
verteilen sie sich nach Lv. Injektion innerhalb des ge- 
samten GefaBsystems. Unter Sichtkontrolle auf dem 
Monitor eines diagnostischen Ultraschallgerates kann 40 
dann durch Intensivierung des Schallsignals eine vom 
Anwender gesteuerte Freisetzung der enthaltenen Stof- 
fe herbeigefiihrt werden, wobei die zur Freisetzung er- 
forderliche Frequenz unterhalb der Resonanzfrequenz 
der Mikropartikel liegt. Geeignete Frequenzen liegen 45 
im Bereich von 1—6 MHz, bevorzugt zwischen 1,5 und 
5 MHz. 

Dadurch ist erstmalig innerhalb des gesamten K6r- 
pers eine kombinierte Steuerung der Wirkstofffreig- 
aberate und des Wirkstofffreigabeortes durch den An- 50 
wender mdglich. Diese Freisetzung, durch Zerstdrung 
der Partikelhaile, ist Qberraschenderweise auch mit 
Ultraschallfrequenzen weit unterhalb der Resonanzfre- 
quenz der Mikroblaschen mit in der medizinischen Dia- 
gnostik Qblichen Schalldriicken mdglich, ohne daB es zu 55 
einer Erwarmung des Gewebes kommt Dieses ist be- 
sonderes deswegen bemerkenswert, weil auf Grund der 
groBen mechanischen Stabilhat der Partikelhaile — wie 
sie.z. B. in Hinblick auf Lagerstabilitat von Vorteil ist -? 
eine ZerstCrung der Halle mit relativ energiearmer 60 
Strahlung nicht zu erwarten war. 

Die Wirkstofffreigabe kann aufgrund des hohen Gas- 
anteils der Partikel und der damit verbundenen Echoge- 
nitat, in vivo Uber die Abnahme des empfangenen Ultra- 
schallsignals kontrolliert werden. 65 

Weiterhin wurde gefunden, daB bei Anwendung er- 
findungsgemaBer mikropartikularer Systeme ein ver- 
besserter Transfer von Wirkstoffen in die Zellen erzielt 
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werden kann (Sonoporation). 

AuBerdem wurde gefunden, daB die aus den erfin- 
dungsgemSBen mikropartikularen Systemen freigesetz- 
ten Wirkstoffe im Vergleich zu dem reineh Wirkstoff 
Qberraschenderweise eine erhdhte pharmakologische 
Wirksamkeit zeigen. 

Die erfindungsgemaBen mikropartikularen Systeme 
sind aufgrund ihrer Eigenschaften far eine gezielte Frei- 
setzung von Wirkstoffen und deren erhdhten Transfer 
in die Zielzellen unter Einwirkung von diagnosdschem 
Ultraschall geeignet 

Ais Hullmaterialien fur die GasAVirkstoff enthalten- 
den Mikropartikel eignen sich prinzipiell alle biologisch 
abbaubaren und physiologisch vertraglichen Materia- 
lien, wie z. B. Proteine wie Albumin, Gelatine, Fibrino- 
gen, Collagen sowie deren Derivate wie z. B. succinylier- 
te Gelatine, quervernetzte . Polypeptide, Umsetzungs- 
produkte yon Proteinen mit Polyethylenglykol (z. B. mit 
Poiyethylenglykol konjugiertes Albumin), Starke oder 
Starkederivate, Chitin, Chitosan, Pektin, biologisch ab- 
baubare synthetische Polymere wie Polymilchsaure, Co- 
polymere aus MilchsSure und Glykolsaure, Polycyano- 
acrylate, Polyester, Polyamide, Polycarbonate, Poly- 
phosphazene, PolyaminosSuren, Poly-e-caprolacton so- 
wie Copolymere aus Milchs^ure und e-CaproIacton und 
deren Gemische. Besonders geeignet sind Albumin, 
Polymilchsaure, Copolymere aus Milchsaure und Gly- 
kolsaure, Polycyanoacrylate, Polyester, Polycarbonate, 
Polyaminosauren, Poly-s-caprolacton sowie Copolyme- 
re aus MilchsSure.und E-Caprolacton. . 

Das (die) eingeschlossene(n) Gas(e) konnen beliebig 
gewahlt werden, wobei jedoch physiologisch unbedenk- 
hche Gase wie Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Edelgase, ha- 
logenierte Kohlenwasserstoffe, SF6 oder deren Gemi- 
sche bevorzugt sind Ebenfalls geeignet sind Ammoniak, 
Kohlendioxid sowie dampffSrmige FlQssigkeiten, wie 
z. B. Wasserdampf oder niedrigsiedende Flussigkeiten 
(Siedepunkt < 37° C). . 

Der pharmazeutische Wirkstoff kann ebenfalls belie- 
big gewahlt werden. Als Beispiele seien genannt Arznei- 
stoffe, Toxine, Viren, Virusbestandteile, Bestandteile 
von bakteriologischen Zellwanden, Peptide wie z. B. En- 
dothelin, Proteine, Glycoproteine, Hormone, ldsliche 
Botenstoffe, Farbstoffe, Komplement Komponenten, 
Adjuvantien, trombolytische Agentien, tumornekrose 
Faktoren, Zytokine (wie z. B. Interleukine, koloniesti- 
mulierende Faktoren wie GM - CSF, M— CSF, 
G— CSF) und/oder Prostaglandine. Die erfindungsge- 
maBen Mikropartikeln eignen sich insbesondere zur 
Verkapselung von Nukleinsauren, ganzen Zellen und/ 
oder Zellbestandteilea die (z. B. bei der Gentherapie) 
im Zielorgan mittels Ultraschall freigesetzt werden sol- 
len. 

Der Begriff phannazeutischer Wirkstoff schlieBt so- 
wohl die natOrlichen, als auch die synthetisch oder gen- 
technologisch hergestellten Wirkstoffe ein. 

Bevorzugt werden pharmazeutische Wirkstoffe ver- 
wendet, deren applizierte Dosis (bei bolusformiger In- 
jektion) 100 mg pro Anwendung nicht abersteigt Dabei 
ist zu berucksichtigen, daB bei den erfindungsgemaBen 
mikropartikularen Systemen, wie zuvor beschrieben, ei- 
ne Erhohung der pharmakologischen Wirksamkeit er- 
reicht wird, wobei in verschiedenen Fallen eine Wir- 
kungsverstarkung beobachtet werden kann, wodurch 
die erfindungsgemaBen mikropartikularen Systeme 
auch fur Wirkstoffe einsetzbar sind, die auf konventio- 
nellem Wege im Bolus hdher als 100 mg pro Anwen- 
dung dosien werden mussen. 
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Sind noch hohere Dosierungen erforderlich, so emp- 
fiehlt es sich die Mitte! Gber einen langeren Zeitraum a)s 
Infusionslosung zu verabreichen. 

Obgleich es fiber die genannten Limitierungen hinaus 
keine weiteren Einschrankungen gibt konnen die erfin- 
dungsgemaBen mikropartikularen Systeme besonders 
dort mit Vorteil eingesetzt werden, wo es aufgrund ei- 
ner geringen in vivo Lebensdauer des Wirkstoffs in frei- 
er Form nicht oder nur in beschranktem AusmaB mdg- 
lich ist, das Zielorgan zu erreichen, ohne daB zuvor Zer- 
setzung des Wirkstoffs eingetreten ist Zu derartigen 
Wirkstoffen zahlen verschiedene Hormone, Peptide, 
Proteine, Zellen und deren Bestandteile sowie Nuklein- 
sauren. 

Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgema- 
Ben Mikropartikel besteht darin, daB zunachst in an sich 
bekannter Weise (DE 38 03 972, WO 93/00933, 
EP 0 514 790, WO 92/17213, US 5,147,631, 
WO 91/12823, EP 0 048 745) gasgefullte Mikropartikel 
hergestellt werden. ErfindungsgemaB werden diese 
dann mit in uberkritischen Gasen gelosten Wirkstoffen 
befiillt Dazu werden die mit geeigneten Verfahren ge- 
trockneten (z. B. Gefriertrocknung) gashaltigen Mikro- 
partikel mit einer Losung des Wirkstoffs in einem uber- 
kritischen Gas in einem Autoklaven behandelt Zweck- 
maBigerweise verfahrt man, indem Wirkstoff und gasge- 
fiillter Mikropartikel gemeinsam in einem Autoklaven 
vorgelegt werden und dieser anschlieBend mit dem 
uberkritischen Gas oder Gasgemisch befiillt wird. Als 
uberkritische Gase eignen sich je nach Wirkstoff alle 
Gase, die in einen uberkritischen Zustand uberfuhrt 
werden konnen, insbesondere jedoch uberkritisches 
Kohlendioxid, flberkritischer Stickstoff, flberkritischer 
Ammoniak sowie uberkritische Edelgase. Nach der Be- 
handlung der Mikropartikel mit der Losung des Wirk- 
stoffs irh uberkritischen Gas oder Gasgemisch wird der 
uberschiissige Wirkstoff an der auBeren Oberflache der 
Mikropartikel falls erforderlich durch Waschen der Mi- 
kropartikel in einem geeigneten Medium entfernt und 
die so gereinigten Partikel gewunschtenfalls gefrierge- 
trocknet Dieses Verfahren ist fur alle Wirkstoffe geeig- 
net, die sich in uberkritischen Gasen oder Gasgemi- 
schen losen, wie z. B. Peptide oder lipophile Arzneistof- 
fe. 

Ein alternatives Verfahren, das sich insbesondere zur 
Verkapselung von Wirkstoffen die in uberkritischen 
Gasen oder Gasgemischen unldslich sind (wie z. B. Pro- 
teine, zuckerhaltige Verbindungen), eignet, beruht auf 
der Verkapselung einer wirkstoffhaltigen waBrigen 
Phase mittels einer Mehrfachemulsion. Als besonders 
geeignet haben sich Wasser/Ol/Wasser (W/0/W>E- 
mulsionen erwiesen. Dazu wird das Httllmaterial in ei- 
nem geeigneten organischen Losungsmittel, das nicht in 
Wasser loslich ist in einer Konzentration von 
0,01 - 20% (m/V) gelost In diese Losung wird eine waB- 
rige Losung des zu verkapselnden Wirkstoffs so emul- 
giert, daB eine Emulsion vom Typ W/O entsteht Beide 
Losungen konnen zusatzlich Hilfsstoffe wie Emulgato- 
ren enthalten. Bevorzugt ist es jedoch, aus Grunden der 
im ailgemeinen begrenzten biologischen Vertraglichkeit 
von Emulgatoren, auf diese weitgehend zu verzichten. 
Als vorteilhaft hat es sich erwiesen, der inneren waBri- 
gen Phase pharmazeutisch akzeptable Quasiemulgato- 
ren wie z. B. Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Ge- 
latine, Albumin oder Dextrane im Konzentrationsbe- 
reich von 0,1 bis 25% zuzusetzen. Als besonders vorteil- 
haft hat es sich erwiesen, in der inneren waBrigen Phase, 
gegebenenfalls zusatzlich zu den anderen verwendeten 



Hilfsstoffen, 0,1 —20% (m/V) eines gut wasserloslichen 
pharmazeutisch akzeptablen Salzes oder Zuckers oder 
Zuckeralkohols, wie z. B. Natriumchlorid, Galaktose, 
Mannitol, Laktose, Saccharose, Glukose, Natriumhy- 

5 drogenphosphat zu losen. Es kann auBerdem vorteilhaft 
sein, die innere waBrige Phase vor der Emulgierung mit 
der verwendeten organischen Phase zu sattigen. Die 
hergestellte Emulsion vom Typ W/O sollte eine mittlere 
TrdpfchengroBe der inneren Phase von ca. 0,1 bis 10 jim 

io aufweisen. Diese Emulsion wird unter Riihren in das 
mindestens gleiche Volumen einer waBrigen Ldsung ei- 
nes Emulgators oder Quasiemulgators gegeben. Das or- 
ganische Losungsmittel wird unter Ruhren durch geeig- 
nete Verfahren (solvent evaporation) wieder entfernt 

is Die erhaltenen wassergefullten Mikropartikel werden 
erforderlichenfalls gewaschen und anschlieBend so ge- 
trocknet daB die innere Wasserphase ohne Zerstorung 
der Mikropartikel entfernt wird. Grundsatzlich geeigne- 
te Trocknungsverfahren sind die Gefriertrocknung und 

20 die Spriihtrocknung. Bevorzugt ist die Gefriertrock- 
nung. Dazu wird in der Suspension der Mikropartikel 
ein gerustbildender Hilfsstoff wie z. B. Zucker, Zucker- 
alkohole, Gelatine, Gelatine- Deri vate, Albumin, Amino- 
sauren, Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol in einer 

25 Konzentration von ca. 0,5—20% (m/V) gelost Die Sus- 
pension wird anschlieBend bet mdglichst tiefen Tempe- 
raturen, bevorzugt unterhalb ca. ~30°C eingefroren 
und dann gef riergetrocknet Nach der Gefriertrocknung 
und Redispergierung in einem geeigneten Suspensions- 

30 medium, lassen sich die entstandenen gashaltigen Mi- 
kropartikel der erforderlichen Dichte durch Flotation 
oder Zentrifugation, von eventuell ebenfalls vorhande- 
nen soliden oder immer noch wassergefuDten Mikro- 
partikeln abtrennen und falls erforderlich, moglichst un- 

35 ter Zusatz von Gerustbildnern, erneut gefriertrocknen. 
Die Mikropartikel enthalten dann den verkapselten 
Wirkstoff und Gas bzw. gasfdrmige Phase nebeneinan- 
der. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen mikroparti- 

40 kularen Systeme aus den nach den vorbeschriebenen 
Verfahren hergestellten Partikel erfolgt durch Resu- 
spendieren der Partikel in einem pharmazeutisch ver- 
traglichen Suspensionsmedium. Das Resuspendieren in 
einem geeigneten Medium kann sich unmittelbar an den 

45 letzten Verfahrensschritt (die Gefriertrocknung) an- 
schlieBen, kann aber gewunschtenfalls auch erst durch 
den behandelnden Arzt vor der Anwendung erfolgen. 

In letzterem Fall liegen die erfindungsgemaBen mi- 
kropartikularen Systeme als ein Kit, bestehend aus ei- 

50 nem ersten die Partikei enthaltenden Behaiter und ei- 
nem zweiten das Suspensionsmedium enthaltenden Be- 
haiter, vor. Die Gr6Be des ersten Behalters ist so zu 
wahlen, daB auch das Suspensionsmedium in diesem 
volistandig Piatz findet So kann z. B. mittels einer Sprit- 

55 ze Gber eine im VerschluB des ersten Behalters befindli- 
che Membran, das Suspensionsmedium volistandig zu 
den Partikeln gegeben werden und durch anschlieBen- 
des Schutteln die injektionsfertige Suspension herge- 
stellt werden. Als Suspensionsmedien kommen alle dem 

eo Fachmann bekannten injizierbaren Medien in Frage, 
wie z. B. physiologische Kochsalzlosung, Wasser pi 
oder 5%ige Glukoselosung. 

Die applizierte Menge richtet sich nach dem jeweilig 
eingeschlossenen Wirkstoff. Als orientierender oberer 

65 Grenzwert kann ein Wert angenommen werden, wie er 
auch bei konventioneller Verabreichung des jeweiligen 
Wirkstoffs verwendet werden wurde. Aufgrund des wir- 
kungsverstarkenden Effekts sowie der Mdglichkeit den 
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Wirkstoff spezifisch aus den erfindungsgemaBen mikro- Prufung des partikelfreien Wassers auf Coffein bleibt 

partikularen System freizusetzen, liegt die erforderliche negativ. Wird der Schalldruck erhdht (Transmit > 

Dosis im ailgemeinen jedoch unter diesem oberen 30 dB), verschwinden die Echos. Die Fliissigkeit enthalt 

Grenzwert nun nachweisbares freies Coffein, mikroskopisch sind 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erlauterung 5 uberwiegend BruchstQcke der Mikropartikel zu erken- 

des Erfindungsgegenstandes, ohne ihn auf diese be- nenundnurnochsehr.wenigeintakte. 



schrSnkenzuwoilea 

Beispiel 1 



Beispiel4 



10 in vitro Freisetzung von rekombinantem tissue 

Coffein-haltige Mikropartikel aus Polycyanacrylat Plasminogen Aktivator (r t-PA) durch Ultraschall 

GasgefQllte Mikropartikel, die aus Butylcyanacrylsau- I ml einer nach Beispiel 2 zubereiteten Partikeisu- 

re gemaB DE 38 03 972 hergestellt wurden, werden un- spension, mit Wasser verdunnt auf eine Konzentration 

ter Zusatz von 2% (m/V) Polyvinylalkohol gefrierge- 15 von 10 8 Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem 

trocknet Es. werden ca. 3 ■ 1(P Partikel in Form des Wasser gefulltes Becherglas gegeben. In das Wasser 

Lyophilisats zusammen mit 50 mg Coffein in einen Au- wird ein 3,5 MHz Schallkopf eines diagnostischen Ultra- 

toklaven gefullt Das Gemisch wird bei ca. 45°C und schallgerates (HP Sonos 1000) getaucht und die Veran- 

100— 120 bar mit Kohlendioxid behandelt Die Entfer- derung des B-Bildes beobachtet Zunachst wird das Ge- 

nung des iiberschussigen Coffeins wird folgendermaBen 20 rat mit einer geringen Schalleistung (Transmit ~ 10 dB) 

durchgefuhrt: Die dem Autoklaven entnommenen Mi- betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind. Eine 

kropartikel werden in 3 ml Wasser, das l%LutrolF 127 Prufung des partikelfreien Wassers auf r t-PA bleibt 

gelost enthaUt, resuspendiert Die Partikel werden durch negativ. Wird der Schalldruck erhoht (Transmit > 

Zentrifugation abgetrennt und in 3 ml Wasser, das 1% 30 dB), verschwinden die Echos. Die FlQssigkeit enthalt 

LutrolF 127 gelfist enthalt, resuspendiert Die Zentrifu- 25 nun nachweisbares freies r t-PA, mikroskopisch sind 

gation mit anschlieBender Redispergierung in 3 ml Was- uberwiegend Bruchstttcke der Mikropartikel zu erken- 

ser, das 1% Lutrol F 127 gelost enthalt, wird solange nen und nur noch sehr wenige intakte. Die mit dem 

wiederholt, bis im Wasser kein Coffein mehr photorne- erhohten Schalldruck behandelte Partikelsuspension 

trisch bei 273 nm nachgewiesen werden kann. weist fibrinolytische Eigenschaf ten auf. 

30 

Beispiel 2 . Beispiel 5 

Fibrinolytische Mikropartikel aus Mitomycin-haltige Mikropartikel aus Polymilehsaure 
Poly(D,L-Milchsaure-GIykolsaure) 

35 2 g Polymilehsaure (MGca. 20 000) werden in 100 ml 

2g Poly(D,L-Milchsaure-Glykolsaure) (50:50) (Re- CH 2 C1 2 geldst 20mg Mitomycin werden in 15ml 

somer RG 503, Boehringer Ingelheim) werden in 20 ml 0,9%iger waBriger Kochsalzlosung gelost und unter 

CH2CI2 geldst. 10 mg r t-PA (Gewebsplasminogenakti- Ruhren mit emem schnellaufenden Ruhrwerk zu der 

vator) werden in 4 ml einer 4%igen waBrigen Gelatine- organischen Phase gegeben. Nach vollstandiger Emul- 

losung, die zuvor autoklaviert wurde, geldst und unter 40 gierung werden 200 ml einer l°/oigen Losung von Poly- 

Rtlhren mit einem schnellaufenden Ruhrwerk zu der vinylalkohol (MG ca. 15 000) in Wasser unter weiterem 

organischen Phase gegebea Nach vollstandiger Emul- Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h bei Raum- 

gierung werden 200 ml einer 4%igen autoklavierten temperatur geruhrt Die entstandenen Partikel werden 

Gelatinelosung unter weiterem Ruhren zugegeben. Die durch einen 5 urn-Filter filtriert, durch Zentrifugation 

Emulsion wird 8h bei Raumtemperatur geruhrt Die 45 separiert, in 50 ml einer 5%igen Losung von Polyvinyl- 

entstandenen Partikel werden durch einen 5 urn-Filter pyrrolidon (MG ca. 10 000) in Wasser resuspendiert, bei 

filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml 4%iger -50°C eingefroren und anschlieBend gefriergetrock- 

autoklavierter Gelatinelosung resuspendiert, bei net Nach Resuspendierung werden die gashaltigen Mi- 

- 78° C eingefroren und gefriergetrocknet Nach Resu- kropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) 

spendierung werden die gashaltigen Mikropartikel 50 abgetrennt Die gashaltigen Mikropartikel werden in 

durch Zentrifugation (bei 1000. Upm, 30 min) abge- 20 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen. Sie 

trennt Die gashaltigen Mikropartikel werden in 20 ml weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen 

Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen. Sie weisen sich auch als Kontrastmittel fur Ultraschall und setzen 

eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. bei Beschallung mit diagnostischem Ultraschall Mit- 

55 omycinfrel 



Beispiel 3 

in vitro Freisetzung von Coffein durch Ultraschall 



Beispiel 6 



Vincristinsulfat-haltige Mikropartikel aus 
1 ml einer nach Beispiel 1 zubereiteten Partikelsu- 60 Poly-e-caprolacton 
spension, mit Wasser verdunnt auf eine Konzentration 

von 10 8 Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem 2g Poly-e-caprolacton (MG ca. 40 000) werden in 
Wasser gefulltes Becherglas gegeben. In das Wasser 50 ml CH 2 C1 2 gelost 10 mg Vincristinsulfat werden in 
wird ein 3,5 MHz Schallkopf eines diagnostischen Ultra- 15 mi einer 5%igen waBrigen Losung von Galactose 
schallgerates (HP Sonos 1000) getaucht und die Veran- 65 gelost und unter Ruhren mit einera schnellaufenden 
derung des B-Bildes beobachtet. Zunachst wird das Ge- Ruhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 
rat mit einer mittleren Schalleistung (Transmit < 20 dB) vollstandiger Emulgierung werden 200 ml einer 5%igen 
betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind. Eine Losung von Humanaibumin in Wasser unter weiterem 
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Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h bei Raum- 
temperatur geruhrt Die entstandenen Partikel werden 
durch einen 5 urn-Filter filtriert, durch Zentrifugation 
separiert in 50 ml einer 5%igen Losung von Humanal- 
bumin in Wasser resuspendiert, bei - 50° C eingefroren 5 
und anschlieBend gefriergetrocknet Nach Resuspendie- 
rung werden die gashaltigen Mikropartikel durch Zen- 
trifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt Die gas- 
haltigen Mikropartikel weisen eine Dichte kleiner als 
0,7g/cm 3 auf. Sie eignen sich als Kontrastmittel fur 10 
Ultraschall und setzen bei Beschallung mit diagnosti- 
schem Ultraschall Vincristinsulfat freL 

Beispiel7 

15 

Ilomedin-haltige Mikropartikel aus 
Polycyanacrylsaurebutyiester 

3 g Polycyanacrylsaurebutyiester werden in 50 ml 
CH2CI2 gelost lmg llomedin wird in 15 ml einer 
5%igen wSBrigen Losung von Galactose gelost und un- 
ter Ruhren mit einem schneilaufenden Ruhrwerk zu der 
organischen Phase gegeben. Nach vollstandiger Emul- 
gierung werden 200 ml einer 2^%igen LOsung von Po- 
lyvinylalkphol (MG 15 000) in Wasser unter weiterem 
Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h bei Raum- 
temperatur gerOhrt Die entstandenen Partikel werden 
durch einen 5 urn-Filter filtriert, durch Zentrifugation 
separiert, in 50 ml einer 10%igen Losung von Lactose in 
Wasser resuspendiert, bei -50°C eingefroren und an- 
schlieBend gefriergetrocknet Nach Resuspendierung 
werden die gashaltigen Mikropartikel durch Zentrifuga- 
tion (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt Die gashaltigen 
Mikropartikel weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 
auf. Sie eignen sich als Kontrastmittel fur Ultraschall 35 
und setzen bei Beschallung mit diagnostischem Ultra- 
schall llomedin frei. 

Beispiel 8 

Methylenblau-haltige Mikropartikel aus 
Poly(D,L-Muchsaure-Glykolsaure) 

4g PoW^L-Milchsaure-Glykolsaure) (50:50) (Re- 
somer RG 503, Boehringer Ingelheim) werden in 50 ml 45 
CH2CI2 gelost. 20 mg Methylenblau werden in 4 ml ei- 
ner 4%igen waBrigen GelatinelSsung, die zuvor auto- 
klaviert wurde, gelost und unter Ruhren mit einem 
schneilaufenden Ruhrwerk zu der organischen Phase 
gegeben. Nach vollstandiger Emulgierung werden 50 
200 ml einer 4%igen autoklavierten Gelatineldsung un- 
ter weiterem Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 8 h 
bei Raumtemperatur geruhrt Die entstandenen Partikel 
werden durch einen 5 urn-Filter filtriert, durch Zentrifu- 
gation separiert, in 50 ml 4%iger autoklavierter Gelati- 55 
nelosung resuspendiert, bei -78°C eingefroren und ge- 
friergetrocknet Nach Resuspendierung werden die gas- 
haltigen Mikropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 
Upm, 30 min) abgetrennt Die gashaltigen Mikropartikel 
werden in 20 ml Wasser fur Injektionszwecke aufge- 60 
nommen. Sie weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 
auf und setzen bei Beschallung mit Ultraschall (Schall- 
druck > 50 dB, Frequenz 2,5 MHz) Methylenblau freL 

Beispiel 9 65 

Nukleinsaurehaltige Mikropartikel (Markergen p-Gal 
+ AJbuminpromotor) aus 
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Poly(D,L-Milchsaure-GIykolsaure) 

0,4 g Polyvinylpyrrolidon (k < 18) und 2 g eines Co- 
polymeren aus Milchsaure und Glykolsaure 50 : 50 wer- 
den in 50 ml CH2CI2 gelost Unter Ruhren werden 5 ml 
einer Losung von 300 ug Markergen P-Gal mit Album- 
inpromotor in 0,9%iger Kochsalzlosung zugegeben. Die 
entstandene Emulsion wird unter ROhren in 200 ml ei- 
ner 2%igen autoklavierten (121°C, 20 min) Gelatineld- 
sung uberfiihrt Nach 3 h wird die entstandene Suspen- 
sion in Portionen a 5 ml abgefiillt, bei -55°C eingefro- 
ren und anschlieBend 70 h gefriergetrocknet Die Vials 
werden nach Gef riertrocknung mit je 5 ml Wasser resu- 
spendiert und 3 h stehen gelassea Die flotierten Partikel 
werden abgenommen in je 2 ml Wasser, das 10% PVP 
enthalt, resuspendiert und nach Einfrieren bei -55°C 
erneut 90 h gefriergetrocknet 

Beispiel 10 

20 

In-vitro-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen 
p-Gal + Albuminpromotor) aus Mikropartikeln . 

1 Vial einer nukleinsaurehaltigen Mikropartikeipra- 
25 paration, hergestellt nach Beispiel 9, wird mit 2 ml Was- 
ser resuspendiert 1 ml der Suspension wird mit Ultra- 
schall behandelt (Probe 1), 1 ml wird nicht mit Ultra- 
schall behandelt (Probe 2). Beide Proben werden zentri- 
fugiert, die partikelarmen Phasen entnommen, durch ei- 

30 nen oi um Filter filtriert Die Filtrate werden mittels 
Gelelektrophorese auf ihren Gehalt an Markergen 
P-Gal untersucht Das Filtrat aus Probe 1 enthalt ca. 
100% mehr P-Gal als das Filtrat aus Probe 2. 

Beispiel 11 

In-vivo-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen 
p-Gal + Albuminpromotor) aus Mikropartikeln 

2 Vials einer nukleinsaurehaltigen Mikropartikelpra- 
paration, hergestellt nach Beispiel 9 werden mit je 2 ml 
Wasser resuspendiert Das gesamte Resuspendat wird 
der narkotisierten Ratte langsam L v. (ca. 0,5 ml/min) 
appliziert Wahrend der Applikation erfolgt eine Be- 
schallung (7,5 MHz) der Leber, welche bis zu 20 min 
nach InjektionsabschluB fortgefuhrt wird. 48Stunden 
nach der Partikelgabe wird die Leber entnommen und 
bei -0°C in Isopentan schockgefrorea Der enzymhi- 
stochemische Nachweis der neutralen p-Galaktosidase 
erfolgt an 8— 10 um dicken Gefrierschnitten. Die Ge- 
genfarbung wird mit Kernechtrot durchgefOhrt Im Le- 
bergefrierschnitt stellte sich die neutrale P-Galaktosida- 
se — als Ergebnis der Genexpression — diffus verteilt 
als dunkelblaue Signale dar. 

Patentanspriiche 

1. Wirkstoffhaltige Mikropartikel, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Partikel neben dem Wirk- 
stoff auch eine gasfdrmige Phase enthalten. 

2. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Dichte der Parti- 
kel kleiner als 0,8 g/cm 3 ist 

3. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1 
und 2, dadurch gekennzeichnet, .daB die Partikel- 
groBeO.l — lOumist 

4. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 
1 —3, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikelhul- 
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le aus mindestens einem biologisch abbaubaren 
Polymeren aufgebaut ist 

5. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 
l_4 t dadurch gekennzeichnet, daB als biologisch 
abbaubares Polymer Proteine, Gelatine, Fibrino- 5 
gen, Collagen sowie deren Derivate, quervenetzte 
Polypeptide, Umsetzungsprodukte von Proteinen 
mit Polyethylenglykol Starke oder Starkederivate, 
Chitin, Chitosan, Pektin, Polymilchsaure, Copoly- 
rhere aus Milchsaure und Glykolsaure, Polycyano- 10 
acrylate, Polyester, Polyamide, Polycarbonate, 
Polyphosphazene, Polyaminosauren, Poly-e-capro- 
lacton sowie Copolymere aus Milchsaure und e-Ca- 
prolacton oder deren Gemische verwendet wird. . 

6. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 15 
1—5, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 
Arzneistoffe, Toxine, Viren, Virusbestandteile, Be- 
standteile von bakteriologischen Zellwanden, loslir 
che Botenstoffe, Farbstoffe, Komplement Kompo- 
nenten, Adjuvantien, trombolytische Agentien, Tu^- 20 
mornekrose Faktoren, Nukleinsauren, Peptide, 
Proteine, Glykoproteine, Hormone, Zytokine und/ 
oder Prostaglandin enthalten ist 

7. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 
1—6, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirkstoff 25 
Zellen und/oder deren Bestandteile enthalten sind 

8. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 
1—7, dadurch gekennzeichnet, daB als gasfdrmige 
Phase Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid 
Edelgase, Ammoniak, halogenierte oder teilhaloge- 30 
nierte Kohlenwasserstoffe, SF6 und/oder Wasser- 
dampf oder niedrigsiedende Flussigkeiten (Sdp. < 
37° C) enthalten sind. 

9. Mikropartikulare Systeme bestehend aus einem 
pharmazeutisch vertraglichen Suspensionsmedium 35 
und Mikropartikeln nach Anspruch 1 —8. 

10. Mikropartikulare Systeme nach Anspruch 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die darin enthaltenden 
Partikel durch Einstrahlung von diagnostischem 
Ultraschall unter Freisetzung des eingeschlossenen 40 
Wirkstoffs zerstort werden k6nnea 

1 1. Verf ahren zur gezielten in vivo Wirkstofffreiset- 
zung aus mikropartikularen Systemen nach An- 
spruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die darin 
enthaltenden Partikel nach der Applikation mit dia- 45 
gnostischem Ultraschall bestrahlt werdea 

12. Verf ahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Frequenz des diagnostischen 
Ultraschalls 1—6 bevorzugt 1,5—5 MHzbetragt 

13. Verf ahren zur Erhdhung des Transfers von 50 
Wirkstoff en in die Zielzellen, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Wirkstoff aus einem mikropartikularen 
Systemen mittels Ultraschall freigesetzt wird 

14. Verfahren . zur Herstellung von wirkstoffhalti- 
gen Mikropartikeln nach Anspruch 1, dadurch ge- 55 
kennzeichnet, daB gashaltige Mikropartikel mit ei- 
ner Losung des Wirkstoffs in einem uberkritischen 
Gas, bevorzugt in iiberkritischem Kohlendioxid, 
uberkritischem Stickstoff, Qberkritischem Ammo- 
niak sowie Oberkritischen Edelgasen, in einem Au- 60 
toklaven behandelt, anschlieBend gewiinschtenfalls 
gewaschen und gef riergetrocknet werdea 

15. Verfahren zur Herstellung von wirkstoffhalti- 
gen Mikropartikeln nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Hullmaterial in einem geeig- 65 
neten organischen Losungsmittel, das nicht in Was- 
ser loslich ist, in einer Konzentration von 0,01 — 
20% (m/V) gelost wird und in diese Losung eine 



818 Al 

12 

wSBrige Losung des zu verkapselnden Wirkstoffs 
so emulgiert wird, daB eine Wasser in 01 Emulsion 
mit einer mittleren TeilchengroBe der inneren Pha- 
se von ca. 0,1 bis 10 urn entsteht, wobei beide L6- 
sungen gegebenenfalls zusatzlich Hilfsstoffe wie 
Emulgatoren enthalten konnen und man anschlie- 
Bend diese Emulsion unter Ruhren in das minde- 
stens gleiche Volumen einer waBrigen Losung ei- 
nes Emulgators oder Quasiemulgators gibt, das or- 
ganische Losungsmittel unter Rilhren durch geeig- 
nete Verfahren (solvent evaporation) wieder ent- 
fernt, die so erhaltenen wassergefullten Mikropar- 
tikel falls gewiinscht zunachst wascht und anschlie- 
Bend falls gewunscht unter Zugabe von gerustbil- 
denden Hilfsstoffen gefrier- bzw. spriihtrocknet 
und fails gewunscht in einem geeigneten Suspen- 
sionsmedium redispergiert und die Mikropartikel 
mit einer Dichte kleiner als 0,8 g/cm 3 durch Flota- 
tion oder Zentrifugation abtrennt und falls erfor- 
derlich, gewiinschtenfalls unter erneutem Zusatz 
von Gerustbildnern, erneut gefriertrocknet 

16. Verfahren zur Herstellung von mikrodispersen 
Systemen, dadurch gekennzeichnet, daB Mikropar- 
tikel nach Anspruch 1 in einem pharmazeutisch 
vertraglichen Suspensionsmedium suspendiert 
werden. 

17. Ein Kit bestehend aus einem ersten Behalter 
enthaltend die wirkstoff- und gashaltigen Mikro- 
partikel nach Anspruch 1 und einem zweiten Behal- 
ter enthaltend eine pharmazeutisch vertragliche 
Tragerfliissigkeit, die nach Mischen mit dem Inhalt 
des ersten Behalters eine flieBfahige injizierbare 
Suspension ergibt, wobei a) das Volumen des ersten 
Behalters so gewahlt ist, daB zusatzlich zu den Par- 
tikeln auch die Tragerfliissigkeit vollstandig Platz 
darin findet und b) beide Behalter jeweils eine Do- 
siseinheitsmenge an wirkstoffhaltigen Mikroparti- 
keln bzw. Tragerfliissigkeit enthaltea 
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